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“A Terra não pertence ao homem; o Homem pertence à 
Terra. Todas as coisas estão conectadas como o sangue 
que nos une a todos. O Homem não teceu a teia da vida, 
ele é meramente um de seus fios. O que quer que seja que 
ele faça à teia, ele estará fazendo a si mesmo.” 
                                                           (Cacique Seatle) 
 
 
 “O todo é muito mais do que a soma de suas partes.”                          
                                                            (Aristóteles) 
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RESUMO 
Embora muitos metais, como o cobre, sejam essenciais para os organismos, o seu uso industrial e 
na agricultura tem levado a um aumento de sua concentração na natureza. Uma vez em altas 
concentrações, este metal pode tornar-se tóxico e ameaçar a saúde de organismos marinhos. 
Além disso, em corpos aquáticos, é freqüentemente relatada a presença de compostos protetores, 
como o selênio. Desta forma, este trabalho foi dividido em duas partes: na primeira, mexilhões 
Perna perna foram expostos a diversas concentrações de cobre por 96 horas, a fim de se ter uma 
estimativa da toxicidade deste metal. A concentração letal 50% em 96 horas foi de 245 µgl-1 
(CL50,96h) e a maior concentração sem efeito foi a de 80 µgl-1 (CL0,96h). Após esta etapa, os 
animais foram expostos à 30, 60, 180 e 540 µgl-1 de cobre, a fim de determinar danos oxidativos 
em brânquias. Houve um aumento nos níveis de glutationa total para todas as concentrações 
testadas, exceto para 30 µgl-1. A atividade da enzima glutationa redutase foi menor nos animais 
expostos a 540 µgl-1, e a atividade da tioredoxina redutase foi menor em todas as concentrações 
exceto na de 60 µgl-1. Não foi detectada nenhuma alteração significativa na atividade das 
enzimas catalase e glutationa S-transferase. Houve um aumento no índice de dano no DNA de 
hemócitos de animais expostos a 180 e 540 µgl-1. Na segunda parte deste trabalho, mexilhões 
Perna perna foram expostos a 8 µgl-1 de selênio por 72 horas e mantidos por mais 72 horas, 
quando as análises bioquímicas foram realizadas. Após este período, enzimas antioxidantes e o 
estado tiólico foram mensurados nas brânquias destes animais. Nenhuma diferença significativa 
foi encontrada na atividade das enzimas glutationa redutase, tioredoxina redutase, glutationa 
peroxidase dependente de selênio e glutationa S-transferase. Os níveis de glutationa e tióis 
protéicos também não foram alterados pelo tratamento com selênio. Estes resultados demonstram 
que o cobre tem ação pró-oxidante em brânquias de mexilhões Perna perna, uma vez que causa 
dano ao DNA e diminui a atividade das enzimas glutationa redutase e tioredoxina redutase. Por 
outro lado, os níveis aumentados de glutationa parecem ser uma resposta de proteção contra os 
efeitos deletérios gerados pela exposição ao cobre. Além disso, este estudo demonstrou que 
exposição ao selênio não causa alteração em várias defesas antioxidantes na brânquia do 
mexilhão Perna perna. Estes dados diferem daqueles encontrados por outros autores que 
estudaram exposição ao selênio no mexilhão Mytilus edulis. Desta forma, pode-se concluir que a 
exposição ao selênio leva a respostas antioxidantes diferentes entre espécies que habitam clima 
temperado e subtropical. 
Palavras-chave: Perna perna, sistema antioxidante, estresse oxidativo, cobre, selênio, 
glutationa, exposição aguda. 
 
ABSTRACT 
Although some heavy metals as copper have real importance for organisms, the industrial and 
agricultural use has increased its release in the environment. Once in excess this metal can turn 
to be toxic and hazard the marine organisms. Besides that, the presence of protective compounds 
such as selenium in the aquatic environment has been reported. In this way, this work was 
divided in two parts. At the first one, Perna perna mussels were  expose to several 
concentrations of copper during 96 hours to estimate the toxicity of this metal. The 50% lethal 
concentration found for 96 hours exposure was 245µgl-1 (CL50,96h) and the highest concentration 
without effect was 60 µgl-1 (CL0,96h). Afterwards the mussels were exposed to 30, 60, 180 and 
540 µgl-1 of copper to determine the oxidative damage caused on gills. There was an increase in 
glutathione levels for all the concentrations tested except for 30 µgl-1. The glutathione reductase 
activity was lower in animals exposed to 540 µl-1 and the thioredoxin reductase activity was 
lower for all concentrations tested except for 60 µgl-1. No changes were found in catalase and 
glutathione S-transferase enzyme activities. There was an increase in DNA damage index in 
haemocytes of animals exposed to 180 and 540 µgl-1. At the second part of this study, Perna 
perna were exposed to 8 µgl-1 of selenium for 72 hours and left for more 72 hours in clean sea 
water when the biochemical analyses were carried out. After this period, antioxidant enzymes 
and the thiolic status were measured on gills. No significant differences were found in the 
activity of glutathione reductase, thioredoxin reductase, selenium dependent glutathione 
peroxidase and glutathione S-transferase. An addition, the glutathione and protein thiol levels did 
not change with selenium treatment. These results demonstrated that copper has a pro-oxidant 
action on the Perna perna gills as it caused DNA damage and decreased the glutathione 
reductase and thioredoxin reductase enzymes activities. On the other hand, the increased levels 
of glutathione seem to be a protective response against the deleterious effects generated by 
copper exposure. Besides that, this work has shown that exposition to selenium did not cause any 
changes in a diverse of antioxidant enzymes measured in the mussel Perna perna. This data is in 
opposition to some results found for other authors that have studied selenium exposure in the 
mussel Mytilus edulis. In this way we can conclude that an exposition to selenium leads to 
different antioxidant responses between species that inhabits temperate and subtropical climate. 
Keywords: Perna perna, antioxidant system, oxidative stress, copper, selenium, glutathione, 
acute exposure 
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1 – INTRODUÇÃO 
 
1.1 – Contaminação das águas 
 
A maior parte da diversidade de organismos vivos da Terra está localizada em regiões 
geográficas específicas do globo como as áreas costeiras e as bacias hidrográficas (Moore et al., 
2004a). Uma vez que o ambiente aquático possui uma complexa rede de relações e interações 
entre animais, plantas e microorganismos, ele detêm um papel fundamental na manutenção de 
vários ecossistemas (Trevisan 2008). Além disso, há ainda a grande importância para o homem, 
uma vez que estas áreas o disponibilizam muitos recursos considerados bases da alimentação de 
muitas populações humanas. Desta forma, a preservação de tais ambientes é muito importante. 
Alguns autores têm reconhecido o paradoxo entre o papel da água como um recurso vital, 
mas também como um veículo para a eliminação de poluentes (Schnurstein & Braunbeck 2001). 
Apesar da importância desses corpos d’água, sua integridade vem sendo seriamente ameaçada no 
decorrer das últimas décadas. A quantidade de poluentes encontrados em corpos d’água vem 
aumentando substancialmente em todo o mundo, concomitantemente ao nível de modernização 
das grandes cidades (Cajaraville et al., 2000; Kehrig et al., 2002). A biota marinha costeira vem 
sofrendo duramente com o crescente aporte de poluentes químicos oriundos principalmente de 
corpos dulciaquícolas continentais (Viana 2005). Estes rios recebem doses diárias de dejetos de 
origem antropogênica, onde o receptor final destes compostos químicos tóxicos é o ambiente 
marinho (Edwards et al., 2001; Hseu 2004).   
A poluição das águas por metais aparece como questão relevante e se torna alvo de 
grande atenção (Regoli & Principato 1995). Embora muitos metais, como o cobre sejam 
essenciais para os organismos vivos, o seu uso industrial e na agricultura tem levado a um 
aumento de sua concentração na natureza (Geret et al., 2002). Uma vez em altas concentrações, 
este metal pode tornar-se tóxico e ameaçar a saúde dos organismos marinhos. 
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1.2 -  Ecotoxicologia e biomarcadores 
 
Tendo em vista que as atividades antrópicas causam impactos cada vez mais severos no 
ambiente aquático, uma crescente preocupação com a qualidade da água vem entrando em pauta 
nas últimas décadas. Estudos macroecológicos a fim de prever os danos causados por esta 
pressão são, em geral, demasiadamente complexos, uma vez que os efeitos observáveis sobre a 
biota local tendem a levar um longo período de tempo para se manifestar. Desta forma, os 
resultados observáveis a partir desses estudos ecológicos são, via de regra, situações 
irreversíveis, tais como: perda de biodiversidade, destruição de habitat e declínio populacional 
(Levinton 1995; Moore et al., 2004a). A detecção mais precoce (a níveis moleculares e/ou 
celulares) dos efeitos causados por xenobiontes lançados nos corpos d’água é uma alternativa 
que permite a detecção de alterações na biota antes destes contaminantes atingirem níveis de 
contaminação que produzam danos irreversíveis. Este cenário impulsionou o desenvolvimento de 
um ramo da ciência conhecido como Ecotoxicologia. Este termo foi sugerido pela primeira vez 
pelo toxicologista René Truhaut, em 1969. O objetivo da Ecotoxicologia é entender e prever 
efeitos de xenobiontes em comunidades naturais sobre pressão antrópica (Chapman 2002).  
A Ecotoxicologia, entre outros, utiliza como ferramenta o uso de biomarcadores (Moore 
et al., 2004b). Em ecotoxicologia, biomarcadores são alterações bioquímicas, celulares, 
histológicas, fisiológicas ou comportamentais que podem ser correlacionadas com indicadores 
ambientais (Monserrat et al., 2007). De um modo geral, qualquer substância, ou seu derivado, 
estrutura ou processo que possa ser detectado em um organismo e que possa predizer ou 
influenciar a incidência de um acontecimento ou doença chama-se biomarcador (WHO 2001).  
 
1.3 - O uso de bivalves no monitoramente ambiental 
 
O uso de moluscos bivalves, em particular mexilhões, como sentinelas para o 
monitoramento de contaminação por xenobiontes - e neste caso, em especial, por metais - em 
ambientes costeiros tem sido estabelecido por vários estudos laboratoriais e de campo (Nicholson 
2001; Regoli & Orlando 1994; Regoli & Principato 1995). Estes animais têm uma série de 
características que os tornam qualificados para tal, como por exemplo, seu hábito de vida séssil e 
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filtrador que os deixa sujeitos a exposição a diferentes tipos de xenobiontes e outros estresses em 
um ambiente determinado. Além disso, esses bivalves possuem outras características que os 
tornam bons indicadores de contaminação ambiental, tais como: ampla distribuição geográfica, 
tolerância a alterações ambientais e a vários tipos de contaminantes, tolerância suficiente para 
sobreviver em laboratório e gaiolas em estudos de campo, além da capacidade de bioacumulação 
de poluentes (Mello 2009; Zhou et al., 2008). 
 
1.4 – Estresse oxidativo e Espécies Reativas do Oxigênio  
 
Danos oxidativos podem ser causados por espécies reativas de oxigênio (ERO), atacando 
a estrutura das biomoléculas de DNA, lipídios, carboidratos e proteínas, além de outros 
componentes celulares. O estresse oxidativo se dá a partir de um desbalanço entre a produção de 
ERO e as defesas antioxidantes dos organismos, em favor do primeiro (Sies 1997). 
As ERO são consideradas o lado negro do chamado “paradoxo do oxigênio” (Monserrat 
et al., 2007). Isto é dito por que o oxigênio é uma molécula fundamental para os organismos 
aeróbicos. Ele participa da produção de energia através da cadeia transportadora de elétrons na 
mitocôndria dos eucariotos (e também na membrana celular de bactérias), além de fazer parte de 
inúmeras vias metabólicas fundamentais. No entanto, durante o transporte de elétrons, reações 
enzimáticas, reações de auto-oxidação, ou ainda, pelo grupo heme de proteínas, o oxigênio pode 
gerar ERO, que podem ser tóxicas a nível intracelular e extracelular. As ERO mais conhecidas 
são o oxigênio singlet (1O2), o ânion superóxido (O2·-), o peróxido de hidrogênio (H2O2) e o 
radical hidroxila (.OH) (Halliwell & Gutteridge 2007). 
As ERO são moléculas instáveis e de reatividade relativamente rápida. Por exemplo, o 
radical hidroxila, pode reagir rapidamente com inúmeras moléculas com reatividade da ordem de 
k = ˃1010 M-1s-1 (Halliwell & Gutteridge 2007). Já o peróxido de hidrogênio, reage apenas com 
algumas substâncias com uma taxa de reação de k = 2.26 M-1s-1 (Carballal et al., 2003). Desta 
forma, os efeitos biológicos causados pelas ERO dependem da sua taxa e local de formação, 
ambiente, compartilhamento celular e etc.  
Trabalhos mais atuais estão elucidando que a formação das ERO nos sistemas biológicos 
não é inteiramente uma conseqüência deletéria (Droge 2002). Essas moléculas possuem 
4 
 
importantes funções celulares, como, por exemplo, participando da sinalização celular. No 
entanto, o ataque das ERO às biomoléculas pode causar disfunções celulares importantes 
(Giarratano et al., 2010). Os danos oxidativos causados pelas ERO podem ocorrer, entre outros, 
através da peroxidação lipídica, oxidação de proteínas e de danos oxidativos causados a 
moléculas de DNA.  
Altas concentrações de cobre podem causar distúrbios celulares, especialmente devido à 
toxicidade gerada pelas ERO. O cobre atua de modo similar ao ferro, como um catalisador na 
decomposição de H2O2, como mostrado a seguir a partir de reação de Fenton: 
 
Cu+ + H2O2 → Cu2+ + OH- + .OH 
 
Metais de transição reagem com H2O2 formando complexos intermediários, que em 
seguida se decompõem formando o radical .OH, altamente reativo (Figura 1). 
 
 
             
Figura 1: Representação esquemática de danos celulares causados por espécies reativas de 
oxigênio. O cobre pode catalisar a decomposição do H2O2 formando o radical .OH que é 
altamente reativo e pode levar à oxidação do DNA, lipoperoxidação e oxidação de proteínas. 
(Adaptado de Ramakrishnan et al., 2007) 
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1.5 – Defesas antioxidantes 
 
Todos os possíveis efeitos adversos das ERO se dão a partir de uma situação de 
desequilíbrio encontrada entre a formação de ERO e a quantidade e bom funcionamento das 
defesas antioxidantes dos organismos. Ou seja, os organismos vivos possuem defesas 
antioxidantes capazes de evitar o efeito deletério destas ERO, geradas pelo metabolismo aeróbio, 
as quais estão organizadas em diferentes níveis.  
As defesas antioxidantes podem agir de forma a evitar a produção de ERO, neutralizando 
os efeitos nocivos destas, ou ainda reparando os danos ocasionados por elas. Assim, pode-se 
definir defesas antioxidantes como qualquer substância que, quando presente em baixa 
concentração comparada com o substrato oxidável, são capazes de retardar ou inibir a oxidação 
deste substrato (Halliwell & Gutteridge 2007). As defesas antioxidantes podem, ainda, ser 
divididas entre não enzimáticas (glutationa (GSH) e as vitaminas E, A e C) e enzimáticas 
(superóxido dismutase (SOD), catalase, e as peroxidases) (Bodnar 2009). 
O tripeptídeo GSH é a defesa antioxidante não enzimática mais abundante e bem 
conhecida. Ela é composta por γ-glutamil-cisteínil-glicina e atua contra a formação de ERO, na 
homeostase tiólica, na manutenção do balanço redox da célula e na defesa contra agentes 
eletrofílicos (Halliwell & Gutteridge 2007). A capacidade antioxidante da GSH está no 
grupamento reativo de sua cisteína, o grupamento tiol (SH), o qual também é encontrado em 
algumas proteínas (PSH) e em tióis de baixo peso molecular (NPSH), como a cisteína (Reischl et 
al., 2007).  
A GSH pode reagir com várias ERO, como o radical hidrolixa, peróxinitrito e peróxidos 
orgânicos. Este tiol também participa do sistema antioxidante agindo como co-fator de diversas 
enzimas e processos metabólicos, como o sistema da glutationa peroxidase (GPx), protege tióis 
protéicos contra oxidação e atua como principal tampão redox celular (Halliwell & Gutteridge 
2007). 
As enzimas catalase (CAT) e GPx participam principalmente da detoxificação de 
peróxidos. A CAT dismuta diretamente o H2O2 em H2O e O2 e está localizada em maior 
abundância nos peroxissomos (Reid et al., 1981). A GPx está relacionada com a função 
antioxidante da GSH tendo atividade peroxidásica contra o H2O2 e peróxidos orgânicos. São 
conhecidas pelo menos 4 isoformas de GPx; todas contendo selênio. O selênio está presente na 
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forma de selenocisteína, uma cisteína com um selênio no lugar do átomo de enxofre, o qual é 
facilmente ionizável em pH fisiológico (Halliwell & Gutteridge 2007). 
Além da atividade da GPx, outros processos oxidativos celulares levam à formação da 
forma dissulfeto da glutationa (GSSG). Para evitar a depleção da GSH e aumento da GSSG, a 
glutationa redutase (GR) reduz a GSSG às custas de NADPH, regenerando a GSH e mantendo 
desta forma o estado redox intracelular (Halliwell & Gutteridge 2007). 
 Outra enzima que está relacionada à GSH é a glutaiona S-transferase (GST). Esta enzima 
é responsável pela conjugação de xenobióticos eletrofílicos à GSH, reduzindo seus efeitos 
tóxicos e permitindo que o sistema de transporte elimine estes conjugados para o meio 
extracelular. São conhecidas diversas isoformas da GST, mas estas possuem um número variado 
de funções como o transporte intracelular de proteínas e atividade glutationa peroxidásica. Esta 
última ocorre porque a GST tem a capacidade de utilizar os elétrons da GSH na metabolização 
de peróxidos orgânicos, gerando GSSG e o respectivo álcool (Halliwell & Gutteridge 2007). 
 A tioredoxina redutase (TrxR) é responsável pela ciclagem da tioredoxina, uma proteína 
doadora de elétrons envolvida no ciclo catalítico da peroxiredoxina (Prx). Assim como a GR, a 
TrxR está indiretamente envolvida com processos de defesas antioxidantes celulares, por 
permitir a ciclagem da Prx  (Chen et al., 2006). Um das funções da família das Prx é a 
degradação de diferentes tipos de peróxidos, desde peróxidos pequenos como o H2O2 até 
peróxidos mais longos e hidrofóbicos como o peróxido de cumeno, atuando através de seus 
resíduos de cisteína. As Prxs possuem 2 cisteínas em sua estrutura: a cisteína peroxidásica (ou 
catalítica), e a cisteína de resolução (ou auxiliar). A cisteína peroxidásica é responsável pela 
redução do peróxido, tornando-se ácido sulfênico. Essa cisteína peroxidásica oxidada irá reagir 
com a cisteína de resolução de outra subunidade do dímero Prx, gerando uma ponte dissulfeto. 
Essas pontes dissulfeto serão reduzidas pela Trx, a qual ficará oxidada na forma de pontes 
disulfeto (Andoh et al., 2002). 
 
1.6- Defesas antioxidantes e o papel do Selênio 
 
O selênio (Se) é um elemento encontrado naturalmente na natureza. Embora seja tóxico 
quando em altas concentrações (Hamilton 2004), quantidades traço desse elemento têm papel 
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crucial dando forma ao centro ativo de enzimas antioxidantes como a glutationa-peroxidase 
(GPx), e a tioredoxina redutase (TrxR) (Arner & Holmgren 2000b; Flohe et al., 1973).  
A deficiência de Se não é tão documentada quanto sua toxicidade, mas, é igualmente 
significante. Ficou provado que sua deficiência causa retardamento do crescimento e morte em 
salmões (Watanabe et al., 1997). Além disso, Hardy e colaboradores (2010) mostraram que a 
suplementação crônica com Se reduz a mortalidade de peixes durante a reprodução.  
Estudos têm mostrado que o selênio pode exercer função protetora contra a ação tóxica 
de metais pesados como o mercúrio e cádmio (Burger et al., 2001; Cuvin & Furness 1998; Tran 
et al., 2007). Estes trabalhos mostram que após o tratamento com mercúrio, o Se foi capaz de 
aumentar a atividade da enzima GPx no plasma do mexilhão M. edulis reduzindo/impedindo 
dano ao DNA. Uma pré-exposição ao Se, seguido de exposição ao cobre pode diminuir a 
bioacumulação deste metal em bivalves marinhos M. edullis. Além disso, o Se foi capaz de 
aumentar os níveis de GSH e a atividade da enzima GPx nas brânquias e no plasma desses 
animais protegendo-os contra a ação deletéria do Cu2+ (Trevisan et al.; 2010).. 
 
1.7 – Danos oxidativos causados pelo Cobre 
 
Os danos celulares causados pelo cobre aos organismos já são bastante conhecidos, 
especialmente a partir da formação das ERO devido à presença de altas concentrações de metais 
(Figura 1). Estes metais podem causar tanto a diminuição das concentrações de GSH, como 
peroxidação de lipídios (Romeo & Barelli 1997). A toxicidade do cobre ou Cu2+, em particular, à 
biomoléculas de invertebrados marinhos já foi demonstrada por vários autores (Conners & 
Ringwood 2000; Geret et al., 2002; Nicholson 2001; Thiagarajan et al., 2006). Embora o cobre 
seja um elemento essencial, envolvido com diversas enzimas relacionadas ao crescimento, 
desenvolvimento e manutenção dos organismos, além de suas propriedades redox (Gaetke & 
Chow 2003), ele se torna tóxico quando encontrado em altas concentrações no meio intracelular. 
Em estudos do nosso grupo (Trevisan et al.; 2010) ficou demonstrado que a exposição ao 
cobre (60 µgl-1) pode causar danos ao DNA e à oxidação de tióis protéicos em hemócitos do 
bivalve marinho M. edulis. Além disso, outros trabalhos (Company et al. 2008; Moraga et al. 
2005) mostram a indução de metalotioneínas e de proteínas de choque térmico (HSP). 
 
8 
 
2 - JUSTIFICATIVA 
 
Embora os efeitos tóxicos do cobre sejam bem documentados para algumas espécies de 
invertebrados (Geret et al., 2002; Nicholson 2001; Trevisan et al., ), pouco ou quase nada é 
conhecido sobre os efeitos deste metal no mexilhão marrom Perna perna. Uma vez que estes 
animais têm sido utilizados em trabalhos de toxicologia aquática e monitoramento ambiental a 
fim de detectar os efeitos de contaminantes, como os metais-traço, o conhecimento prévio dos 
efeitos destes metais é imprescindível. Torna-se importante, então, identificar respostas 
bioquímicas e fisiológicas que possam ser utilizadas como biomarcadores quando da 
contaminação por metais, neste caso, o cobre. 
Em corpos de água é freqüentemente relatada a presença de compostos protetores, como 
o Se. Uma vez que já foi evidenciado que este composto possui ação protetora contra danos 
oxidativos causados por metais-traço em invertebrados marinhos (Tran et al., 2007; Trevisan et 
al, ), estudos com biomarcadores (em áreas intensamente poluídas por metais) devem levar em 
conta também, a presença de quantidades de Se e suas ações como protetor contra danos 
oxidativos causados por metais.  
Desta forma, este trabalho pretende compreender melhor as respostas do sistema 
antioxidante de mexilhões Perna perna expostos ao cobre e observar se o Se têm efeito protetor 
nestes animais.  
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3 - OBJETIVOS  
 
3.1-  Objetivos gerais 
 
 - Investigar os efeitos da exposição aguda ao cobre e ao selênio sobre as defesas celulares 
e parâmetros de dano oxidativo no mexilhão marrom, Perna Perna. 
 
3.2- Objetivos específicos 
 
-  Determinar a CL0,96h e CL50,96h da exposição de Perna perna ao cobre a partir de uma curva de 
mortalidade 
- Identificar os efeitos de diferentes concentrações de cobre e da exposição aguda à 8 µgl-1 de 
selênio por 72 horas sobre: 
a) Danos ao DNA em hemócitos do mexilhão Perna perna; 
 
b) Níveis de glutationa e tióis protéicos, atividade de enzimas relacionadas ao metabolismo 
da glutationa (glutationa redutase, glutationa peroxidase, glutationa-S-transferase) ou 
antioxidantes (catalase, glutationa peroxidase e tioredoxina redutase) em tecidos do 
mexilhão Perna perna; 
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4 - MATERIAIS E MÉTODOS  
 
4.1 – Animais e sua manutenção 
 
Para todos os tratamentos, mexilhões Perna perna com tamanhos entre 6 e 8 cm foram 
adquiridos da Fazenda Marinha Atlântico Sul, Ribeirão da Ilha, Florianópolis, SC. Os animais 
foram levados para o laboratório onde foram mantidos em aquários (1 L de água do mar por 
animal), sob aeração contínua. Os animais foram alimentados a cada dois dias, e a troca da água 
dos aquários foi diária. Antes dos experimentos, os mexilhões foram aclimatados por ao menos 
uma semana.  Durante os tratamentos descritos neste trabalho os animais não foram alimentados 
e a água do mar, tanto dos aquários dos grupos controle como dos tratados, foi trocada 
diariamente com reposição de cobre ou selênio, quando devido. 
 
4.2- Determinação dos efeitos da exposição ao cobre 
 
Após aclimatação, foi feita uma estimativa da mortalidade para determinar a toxicidade 
aguda do cobre em mexilhões P. perna. Com os dados de dois experimentos independentes 
foram estimadas as concentrações letais 50% em 96 horas (CL50,96h) e a concentração subletal 
segura (CL0,96h) de Cu para mexilhões P. perna. Para tal, os animais foram divididos em grupos 
de 10 mexilhões por aquário e foram expostos à várias concentrações de Cu (como CuSO4) por 
96 horas. A água dos aquários foi trocada diariamente com reposição do cobre. A cada dia os 
animais mortos foram retirados dos aquários, e as porcentagens de mortalidade foram 
determinadas para 96 horas. A curva de mortalidade foi ajustada a uma curva de decaimento de 
um único sítio usando-se o programa GraphPad Prisma 3.0, GraphPad Software Inc. 
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4.3- Estudo 1: Exposições ao cobre  
 
 Os animais foram divididos em grupos de 10 e expostos a concentração nominal de 30, 
60, 180 e 540 µgl-1 de cobre. Ao final de 72 horas, os animais de cada grupo foram mortos, as 
brânquias foram dissecadas e congeladas a -80oC para análises bioquímicas subseqüentes. A 
hemolinfa foi extraída do músculo adutor e o teste do cometa em hemócitos foi executado 
imediatamente após a extração. Os tecidos restantes do animal foram congelados a -80oC para 
análises químicas, assim como alíquotas de água dos tratamentos. 
 
4.4 – Estudo 2: Exposição ao selênio  
 
 Grupos de 10 animais, após período de aclimatação, foram expostos a concentração 
nominal de 8 µgl-1 de Se (como Na2O3Se) por um período de 72 horas. Após esta exposição, os 
animais permaneceram por mais 72 horas sem exposição ao Se.  
 No 6º dia, ao final do tratamento, os animais foram sacrificados e os tecidos coletados: as 
brânquias foram dissecadas e congeladas a -80oC para análises bioquímicas subseqüentes. A 
hemolinfa foi extraída do músculo adutor e centrifugada (1000 g por 3 min, 4oC). O plasma livre 
de hemócitos foi congelado a -80oC para análise da atividade da enzima glutationa peroxidase 
(GPx).  
 
4.5 – Preparação das amostras 
 
 O teste do cometa foi realizado nos hemócitos. Assim, logo após o fim dos tratamentos, a 
hemolinfa de cada animal foi coletada do músculo adutor separando-se as válvulas do animal 
com uma espátula e subtraindo-a com uma seringa de 2,5 ml. Esta hemolinfa foi mantida em 
gelo até ser empregada no subseqüente teste. O restante foi centrifugado (1000 g por 3 min, 4oC) 
e o plasma livre de hemócitos foi congelado a -80oC e posteriormente utilizado para o ensaio da 
atividade da enzima GPx. 
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Para a determinação dos níveis de glutationa total e tióis não-protéicos, aproximadamente 
100 mg de tecido (brânquia) foi homogeneizado em 0,9 ml de ácido perclórico (PCA) 0,5 M, 
centrifugado a 15000 g por 2 minutos (4oC), e o sobrenadante (extrato ácido) foi utilizado para as 
determinações. 
 As atividades enzimáticas foram medidas no sobrenadante restante do homogenato do 
tecido (brânquia) em tampão HEPES 20 mM, pH 7,4, centrifugado a 20000 g por 30 minutos 
(4oC). 
 
4.6 - Danos ao DNA pelo teste do cometa 
 
 O teste do cometa foi realizado baseado no método de Singh e colaboradores (1988) e 
realizado de acordo ao descrito por Jha e colaboradores (2005), uma adaptação para hemócitos 
de mexilhões. Após a retirada da hemolinfa, esta foi diluída 2:3 em tampão fosfato (PBS) e, 
então, foi centrifugada a 400 g por 3 minutos, a 4oC. O sobrenadante foi descartado e as células 
re-suspensas em agarose de baixo peso de fusão (low-melting-point; 0,75 % PBS). O material foi 
aplicado (70 µl), em duplicata, em lâmina microscópica já previamente revestida com agarose, 
em seguida cobertas com lamínula e deixados por 10 minutos a 4oC. Após este tempo, a lamínula 
foi retirada e as lâminas foram embebidas na solução de lise (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 
mM Tris base, 1% N-lauril sarcosina, 1% Triton X-100, 10% DMSO, ajustado para pH 10 com 
10 M NaOH) e deixadas no escuro por 2 horas. Após a lise, as lâminas foram colocadas na cuba 
de eletroforese com solução tampão (0,3 M NaOH e 200 mM EDTA, pH 13) por 20 minutos, a 4 
oC. Então, a eletroforese foi realizada (300 mA, 25V, 20 minutos). Após a eletroforese as 
lâminas foram lavadas três vezes (5 minutos cada) com tampão neutralizante (0,4 M Tris/HCl, 
pH 7,5) e, então, foram deixadas para secar por até uma semana. Uma vez secas, as lâminas 
foram reidratadas com água destilada e, então, tingidas com 60 ml solução A (0,5 M Na2CO3) e 
30 ml de solução de coloração B (0,1% NH4NO3, 0,1 % AgNO3, 0,2 5% ácido tungstosílico, 0,15 
% H2CO3), soluções estas feitas separadamente e colocadas simultaneamente sobre as lâminas 
durante o processo de coloração. As lâminas ficaram sobre um agitador (13 g 37 oC) em solução 
de coloração por 35 minutos. Após este período, elas foram lavadas com água destilada e 
embebidas em solução de parada (1 % ácido acético glacial) por 5 minutos. Após as últimas três 
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lavagens com água destilada, foram deixadas para secar a temperatura ambiente. Uma vez secas, 
as lâminas puderam ser analisadas com a ajuda de um microscópico óptico. Os cometas foram 
classificados visualmente dentro de cinco categorias distintas de acordo com o tamanho/ 
intensidade da cauda apresentada e classificadas de zero (sem dano) a 4 (dano máximo). 
  
4.7 – Parâmetros Bioquímicos 
 
4.7.1 - Níveis totais de glutationa (GSH-t) 
 
 A determinação da glutationa total (GSH-t) (GSH + GSSG, em equivalentes de GSH) 
deu-se a partir do método descrito por (Akerboom & Sies 1981). O ensaio enzimático foi 
realizado em tampão fosfato de potássio (KPi) 100 mM, EDTA 1 mM, pH 7,0, contendo 0,2 mM 
de NADPH e 0,1 mM de DTNB. O iniciador da reação é a GR (glutationa redutase) 0,25 U/ml. 
A quantificação de GSH-t é baseada em uma curva padrão com GSSG realizada no momento do 
ensaio. 
 
4.7.2 - Tióis não protéicos (NPSH) e protéicos (PSH) 
 
 Os tióis não protéicos (NPSH) e protéicos (PSH) foram mensurados a partir do método de 
(Ellman 1959). O extrato ácido descrito em 4.7.1 e obtido a partir de amostras de brânquia foram 
adicionadas ao meio de reação contendo TRIS/HCl 0,5 M, pH 8,0, SDS 1 % e DTNB 0,2 mM. O 
método se baseia no desenvolvimento de cor que se dá a partir da reação dos grupos tióis com o 
DTNB, liberando TNB. Este produto, então, pode ser mensurado espectofotometricamente em 
412 nm.  
No caso de PSH, o “pellet” do extrato ácido descrito em 4.7.1, foi lavado 2-3 vezes (PCA 
0,5 M) e diluído em 1 ml de TRIS/HCl 0,5 M, pH 8,0, SDS 1%. Uma alíquota da amostra foi 
adicionada ao meio de reação contendo TRIS/HCl 0,5 M, pH 8,0, SDS 1% e DTNB 0,2 mM e 
outra foi usada como branco (contendo todos os reagentes do meio, exceto DTNB). A 
absorbância de uma amostra referência (branco), sem a adição de DTNB, foi descontada do valor 
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obtido, a fim de subtrair a interferência da turbidez causada pelo material particulado. A 
absorbância assim obtida foi convertida em mM com o uso do coeficiente de extinção molar do 
TNB (13600 M-1cm-1), e levando em consideração as diluições da amostra. 
 
4.7.3 - Glutationa redutase (GR) 
 
A atividade glutationa redutase (GR) foi determinada de acordo com (Carlberg & 
Mannervik 1985). Ao utilizar o substrato GSSG a enzima consome NADPH, que é acompanhado 
em 340 nm (ε = 6.220 M-1cm-1). A velocidade de consumo de NADPH, em condições de 
saturação, expressa a atividade enzimática. A reação basal de consumo de NAPDH obtido pela 
leitura do ensaio enzimático sem a presença do substrato (GSSG) é descontada desta atividade. O 
ensaio enzimático de 5 minutos é realizado em tampão fosfato de potássio (KPi) 100 mM, EDTA 
1 mM, pH 7,0 contendo 0,2 mM de NADPH. Como substrato iniciador utiliza-se 1 mM GSSG.   
 
4.7.4 - Glutationa peroxidase (GPx) 
 
 A atividade da GPx, que contém uma selenocisteína em seu grupo catalítico foi 
acompanhada indiretamente pelo desaparecimento do NADPH. A enzima degrada peróxido de 
hidrogênio, utilizando GSH que é oxidada (GSSG) e, que por sua vez é reduzida pela GR 
adicionada ao meio de reação, com o consumo de NADPH (ε = 6.220 M-1cm-1). Este consumo de 
NADPH é acompanhado espectrofotometricamente em 340 nm, similar à determinação de GR 
(Lawrence & Burk 1976). Desta velocidade de consumo é descontado o consumo basal de 
NADPH, obtido pela leitura do ensaio enzimático sem a presença do substrato (peróxido). O 
ensaio enzimático de 5 minutos é realizado em tampão fosfato de potássio (KPi) 50 mM, pH 7,0, 
EDTA 0,5 mM contendo GSH 1 mM, GR 0,2 U/ml e NADPH 0,225 mM. Peróxido de 
hidrogênio (200 µM) foi utilizado como substrato, e a oxidação do NADPH foi monitorado em 
340nm. 
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4.7.5 - Glutationa S-transferase (GST) 
 
 A glutationa S-transferase catalisa a conjugação de GSH com o substrato 1,2-1-cloro-2-4-
dinitrobenzeno (CDNB), e esta conjugação pode ser detectada em 340 nm (ε = 9.600 M-1cm-1). A 
atividade enzimática é proporcional à velocidade de produção do composto conjugado (Habig & 
Jakoby 1981). Desta atividade é descontada a reação basal obtida pela leitura da reação entre a 
GSH do ensaio e o CDNB, sem a presença da amostra. O ensaio enzimático de 5 minutos foi 
realizado em tampão fosfato de potássio (KPi) 100 mM, EDTA 1 mM, pH 7,0 contendo 1 mM 
GSH.Como substrato iniciador foi utilizado 1 mM de CDNB.  
 
 4.7.6 - Catalase (CAT) 
 
A atividade catalase (CAT) foi determinada de acordo com (Aebi 1984). A atividade é 
determinada pela velocidade de consumo da H2O2 no primeiro minuto da reação, 240 nm (ε = 40 
M-1cm-1) . No ensaio, o desaparecimento do peróxido de hidrogênio sem a presença da amostra é 
descontado. O ensaio enzimático de 60 segundos é realizado em tampão fosfato de potássio 
(KPi) 50 mM, EDTA 0,5 mM, pH 7,0 contendo 0,012% de Triton X-100. Como substrato 
iniciador utiliza-se 10 mM de H2O2. A absorbância basal é descontada a partir da leitura da 
reação do ensaio na ausência da amostra. 
 
4.7.7 - Tioredoxina Redutase (TrxR) 
 
 O ensaio é baseado na capacidade da TrxR em reduzir o DTNB a duas moléculas de 
TNB, levando à um aumento na absorbância em 412nm. Para descontar a formação basal de 
TNB através das reações dos tióis, presentes na amostra, com DTNB, as amostras foram 
incubadas 15 minutos em uma cubeta com tampão KPi 100 mM contendo EDTA 10 mM, DTNB 
5 mM e albumina de soro bovino (BSA) 0,2 mg/ml. Após este tempo, a reação específica da 
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TrxR é iniciada através da adição d 200 µM de NADPH, acompanhando-se a formação de TNB 
em 412nm (Arner 1999). 
 
4.7.8 - Dosagem de proteína 
 
A dosagem de proteína foi efetuada de acordo com o método de (Bradford 1976), usando 
a albumina do soro bovino como padrão. As atividades enzimáticas foram normalizadas pela 
quantidade de proteína total. 
 
4.7.9 - Análise estatística 
 
A significância estatística do Estudo 1 foi determinada pela análise de variância ANOVA 
seguida do teste post hoc de Duncan quando apropriado. Para o Estudo 2, foi utilizado o teste t 
de Student. As diferenças entre as médias foram consideradas significativas quando p < 0,05. 
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5 - RESULTADOS 
 
5.1 – Estudo 1: Mexilhões Perna perna expostos ao cobre 
 
5.1.1 - Determinação da toxicidade aguda do cobre 
 
Com o intuito de determinar a toxicidade aguda do cobre, mexilhões P. perna foram 
expostos por 96h ao cobre nas seguintes concentrações: 20, 80, 320 e 1280 µgl-1. A água dos 
aquários foi trocada diariamente com reposição de cobre, como descrito em Matérias e Métodos 
(seção 4.2). O experimento foi repetido duas vezes.  
A CL50, estimada com base em dois experimentos independentes foi de 245 µgl-1 de 
CuSO4. No primeiro teste não houve mortalidade entre os animais expostos às referidas 
concentrações de cobre, exceto para 1280 µgl-1, onde 60% dos animais morreram em 96 horas. 
No segundo teste, a mortalidade iniciou na concentração 80 µgl-1, matando 20% dos animais 
(Figura 2). Assim, embora indicativa, a CL50,96h ainda não é conclusiva.  
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         Figura 2: Análise da toxicidade aguda do cobre em mexilhões Perna perna expostos a 
várias concentrações de cobre por 96 horas. Porcentagens de sobrevivência de mexilhões 
Perna perna expostos a diferentes concentrações de cobre por 96 horas.  
 
A partir da análise da curva de mortalidade apresentada na Figura 2, percebe-se que até 
80 µgl-1 de CuSO4 não houve mortalidade significativa. As razões para esta enorme discrepância 
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entre os dois experimentos somente poderá ser esclarecida com a ampliação do numero amostral 
que é somente 2, entretanto para os objetivos deste trabalho, fica evidente que a concentração de 
80 µgl-1 não causa mortalidade significativa em 96h, podendo ser considerada com uma dose 
não-letal correspondente a 1/4 da CL50,96h.  
 
5.1.2 - Concentrações efetivas de cobre 
 
Mexilhões P. perna foram expostos à quatro diferentes concentrações de cobre, 30, 60, 
180 e 540 µgl-1 por 72 horas conforme descrito em Materiais e Métodos (seção 4.3). Durante 
todo o tratamento, alíquotas de água dos aquários foram coletadas, assim como amostras de 
tecido, para análise dos níveis de cobre. Este material está em fase de preparação e será enviado 
a Universidade de Plymouth, na Inglaterra, onde será processado. Estas análises complementarão 
os resultados obtidos neste trabalho. 
 
5.1.3 – Glutationa total (GSH-t) e tióis não protéicos em brânquias 
 
As concentrações 60 e 540 µgl-1 induziram um aumento nos níveis de tióis não protéicos 
(NPSH) nas brânquias destes animais (Figura 3A). Os níveis de glutationa total (GSH-t) 
mostraram-se elevados em relação ao grupo controle para os animais expostos às concentrações 
de 60, 180 e 540 µgl-1 de cobre (Figura 3B). 
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Figura 3: Níveis tiólicos em brânquias de mexilhão Perna perna após 72 horas de exposição ao 
cobre. (A) - Níveis de tióis não protéicos totais (NPSH); (B) Níveis de glutationa total (GSH-t). CTL 
grupo controle. Análise estatística ANOVA de uma via seguida por teste post hoc de Duncan. Diferenças 
significativas expressas para p < 0,05 (*). 
 
 
5.1.4 – Atividade de enzimas antioxidantes  
 
 A atividade de várias enzimas foi analisada nas brânquias de P. perna (Figura 4), 
incluindo catalase (CAT), glutationa redutase (GR), tioredoxina redutase (TrxR) e glutationa S-
transferase (GST). Todas elas podem ser consideradas enzimas de ação direta (CAT) ou indireta 
(GR, TrxR e GST) no sistema de defesa antioxidante. A mais alta concentração de cobre testada, 
540 µgl-1, induziu uma diminuição acentuada na atividade das enzimas GR (figura 4A) e TrxR 
(figura 4B). Para a TrxR, também foi percebida uma diminuição significativa da atividade da 
enzima nas concentrações 30 e 180 µgl1 de cobre. Não houve diferenças na atividade da enzima 
GST (figura 4D), e embora tenha havido uma tendência a diminuição da atividade da enzima 
CAT (figura 4C), não foram encontradas diferenças significativas. 
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Figura 4: Atividade de enzimas antioxidantes em brânquias de mexilhões Perna perna após 72 horas 
de exposição à Cu. Atividade das enzimas: (A) glutationa redutase (GR); (B) tioredoxina redutase (TrxR); 
(C) catalase (CAT); e (D) glutationa S-transferase (GST) após 72 hora de exposição ao cobre. CTL grupo 
controle; Análise estatística ANOVA de uma via seguida por teste post hoc de Duncan. Diferenças 
significativas expressas para p < 0,05 (*), p < 0,01 (**) e p < 0,001 (***). 
 
5.1.5- Dano ao DNA estimado pelo teste do cometa 
 
 O teste do cometa foi realizado nos hemócitos para observar possíveis danos oxidativos 
no DNA. O cobre nas duas maiores concentrações, 180 e 540 µgl-1, causou um aumento no dano 
ao DNA (Figura 5), como observado pelo aumento no índice de dano, o que é um indicativo de 
quebras de fita de DNA e sítios álcali-lábeis.  
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Figura 5: Danos ao DNA mensurados pelo teste do cometa em hemócitos de mexilhão Perna 
perna após 72 horas de exposição ao cobre. Índice de danos ao DNA é expresso em valores que 
variam de 0 (sem dano) a 400 (dano máximo), conforme descrito em Materiais e Métodos; CTL grupo 
controle; Análise estatística ANOVA de uma via seguida por teste post hoc de Duncan. Diferenças 
significativas expressas para p < 0,05 (*). 
 
 
5.2 - Estudo 2: Exposição ao selênio 
 
Mexilhões Perna perna foram tratados com 8 µgl-1 selênio (Se) por 72 horas, e mantidos 
em água do mar sem adição de novas substâncias por mais 72 horas, como descrito em Materiais 
e Métodos (seção 4.4). Assim como para os tratamentos com do Estudo 1, alíquotas de água e 
amostras de tecido foram coletadas para análise dos níveis de Se. Este material está em fase de 
preparação e será enviado a Universidade de Plymouth, na Inglaterra, onde será processado e 
poderá complementar estes resultados.  
 
5.2.1- Glutationa total (GSH-t) e tióis não protéicos em brânquias do mexilhão Perna perna 
 
Após os tratamentos, os níveis tiólicos foram avaliados nas brânquias dos animais. Não 
houve diferenças entre os níveis de glutationa total (GSH-t), tióis não protéicos (NPSH) e tióis 
protéicos (PSH) ente os grupos tratados e controle, conforme apresentado na Tabela 1.  
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Parâmetros CTL Se 8 µgl-1 p 
GSH-t a 0,47 ± 0,09 0,46 ± 0,1 0,72 
NPSH b 0,67 ± 0,37 0,54 ± 0,23 0,37 
PSH c 0,62 ± 0,33 0,62 ± 0,31 0,98 
 
Tabela 1: Níveis tiólicos em brânquias de mexilhão Perna perna expostos ao Se.  
Os animais foram expostos ao Se por 72 horas e mantidos por mais 72 horas sem adição 
de Se. Glutationa total (GSH-t) expressa em µmol/g (a); níveis de tióis não protéicos totais 
(NPSH) expressos em µmol/g (b); tióis protéicos totais (PSH) expressos em µmol/g (c). 
Análise estatística pelo teste T de Student.  
 
 
5.2.2- Atividade de enzimas antioxidantes 
 
Atividades enzimáticas foram analisadas nas brânquias de P. perna (Tabela 2), incluindo 
catalase (CAT), glutationa redutase (GR), tioredoxina redutase (TrxR) e glutationa S-transferase 
(GST). A atividade da enzima glutationa peroxidase (GPx) também foi mensurada no plasma 
livre de hemócitos (Materias e Métodos, seção 4.4). Não foram encontradas diferenças 
significativas na atividade das enzimas antioxidantes entre os grupos tratados com 8 µgl-1 selênio 
e os animais do grupo controle. Dentre as enzimas mensuradas, a GPx foi a que demonstrou 
maior propensão ao aumento de atividade, porém não apresentou diferença significativa.  
 
Parâmetros CTL Se 8 µgl-1 p 
GST a 365 ± 162 452 ± 177 0,26 
GR a 77,6 ± 27,5 73,7 ± 15,9 0,70 
TrxR a 5,75 ± 1,36 6,02 ± 1,54 0,70 
GPx b 75,6 ± 43,1 119 ± 84,9 0,18 
 
 
Tabela 2: Atividade de enzimas antioxidantes em brânquias e plasma de hemolinfa 
de mexilhões Perna perna tratado por 6 dias, sendo que os animais foram expostos 
nas primeiras 72 horas à 8 µgl-1 Se. a - GST, GR e TrxR dosados nas brânquias 
expressos em nmol/min/mg ; b - GPx dosado no plasma livre de hemócitos expressa em 
nmol/min/ml. Análise estatística pelo teste T de Student.  
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6 – DISCUSSÃO 
 
6.1 – Estudo 1: Mexilhões Perna perna expostos ao cobre 
 
6.1.1- Toxicidade aguda do cobre em mexilhões Perna perna 
 
 Este estudo mostrou uma estimativa da toxicidade aguda do Cu em mexilhões P. perna. 
A CL50,96h estimada foi de 245 µgl-1 e ficou evidente que a concentração de 60 µgl-1 não causou 
mortalidade significativa, podendo ser considerada como uma dose não-letal correspondente a 
1/4 da CL50,96h (Figura 1). Estudo anteriores com Perna viridis (Thiagarajan et al., 2006), 
acharam concentrações de CL50,96h (80 µgl-1) bem abaixo daquela obtida neste estudo para Perna 
perna, bem como a concentração subletal (20 µgl-1). 
Neste trabalho houve grande discrepância entre os dois experimentos independentes 
feitos a fim de se determinar a curva de letalidade do cobre (Figura 1). Um aumento no número 
amostral, que foi somente 2, se faz necessário a fim de esclarecer este fenômeno. Porém, a baixa 
mortalidade encontrada no primeiro experimento pode estar relacionada com o fechamento das 
valvas pelos animais na tentativa de evitar a exposição ao cobre. Este comportamento já é 
conhecido e descrito na literatura para esses invertebrados marinhos na tentativa de evitar o 
estresse (Anestis et al., 2007; Hégaret et al., 2007). 
 
6.1.2 - Insulto oxidativo causado por cobre em animais expostos à diferentes concentrações 
deste metal 
 
Este trabalhou mostrou um aumento nos níveis de GSH em animais expostos a 
concentrações maiores do que 60 µgl-1 de cobre durante 3 dias, fato também encontrado em 
outros trabalhos (Al-Subiai et al., 2009; Trevisan et al., 2010). Al-Subiai e colaboradores (2009) 
mostraram a elevação nos níveis de GSH-t no músculo adutor de M. edulis após 5 dias de 
exposição à 40 µgl-1 de cobre. Em trabalho paralelo, (Trevisan et al., 2010) também foi possível 
encontrar aumento nos níveis de GSH em brânquias de M. edulis expostos à 56 µgl-1 de cobre 
durante um período de 72 horas. O papel da GSH como antioxidante que age contra os efeitos 
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nocivos de ERO a fim de manter o balanço redox intracelular já é muito bem esclarecido (Canesi 
et al., 1999; Meister and Anderson 1983; Sies 1989). Um aumento na quantidade deste tiol na 
célula tem, pelo menos, duas conseqüências: a primeira delas sendo a maior capacidade do 
organismo em evitar os efeitos adversos do cobre através de conjugação direta deste com a GSH. 
Este conjugado é estocado em lisossomos e vacúolos e posteriormente excretado (Viarengo & 
Nicotera 1991). Como segunda conseqüência tem-se o fato de que a GSH serve como substrato 
para várias enzimas antioxidantes, desta forma se ela se encontra em maior quantidade na célula, 
ela estará mais disponível para agir como substrato, permitindo um maior turnover das enzimas 
que a utilizam desta forma, em concordância com estudo já publicado (Trevisan et al., 2010). 
Por outro lado, muitos outros estudos têm demonstrado que o cobre causa uma 
diminuição nos níveis de GSH em mexilhões. (Doyotte et al., 1997) mostraram que mexilhões de 
água doce Unio tumidus expostos  a 30 µgl-1 tiveram diminuição dos níveis de GSH nas 
brânquias e  glândula digestiva. Outro estudo demonstrou que exposição ao cobre (60 µgl-1) por 
1 a 3 semanas é capaz de diminuir os níveis de GSH-t nas brânquias e glândula digestiva de duas 
populações diferentes de M. galloprovincialis (Regoli & Principato 1995). Apesar de constatar 
uma diminuição dos níveis de GSH-t em M. galloprovincialis expostos a 38 µgl-1 de cobre no 
período de sete dias, (Canesi et al., 1999) também encontraram um aumento na atividade da γ-
glutamil cisteína sintetase (GCL), enzima envolvida na síntese de GSH, indicando que mesmo 
quando há decréscimo nos níveis de glutationa o sistema está sinalizando para um aumento nos 
níveis deste tripeptídeo.Desta forma, os resultados apresentados neste trabalho em conjunto, com 
dados da literatura, como proposto por (Trevisan et al., 2010), propõe que a primeira resposta de 
mexilhões expostos a cobre é um aumento na síntese de GSH em resposta à exposição aguda ao 
cobre. Porém, se a exposição ao cobre for prolongada e o nível de estresse oxidativo induzido for 
alto o suficiente, uma situação oxidativa se instala e os níveis de GSH podem cair.  
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6.1.3 – Atividade das enzimas antioxidantes 
 
Muitos estudos têm demonstrado a modulação das enzimas antioxidantes em 
invertebrados marinhos expostos à metais-traço (Conners & Ringwood 2000; Geret et al., 2002; 
Nicholson 2001; Thiagarajan et al., 2006). Neste trabalho, não foram encontradas alterações nas 
atividades das enzimas GST e CAT, embora tenha havido uma tendência a diminuição nesta 
última. A enzima CAT tem função primordial na prevenção da toxicidade causada por radicais 
hidroxila reduzindo sua formação na célula através da inibição, em torno de 30%, da reação de 
Fenton (Regoli 2000). 
Uma diminuição acentuada foi encontrada na atividade da enzima GR dos animais 
expostos a mais alta concentração de cobre (540 µgl-1). A GR é a enzima responsável pela 
manutenção de GSH reduzida na célula. Se a atividade desta enzima está diminuída, a 
integridade celular pode estar ameaçada, uma vez que haverá menor quantidade de GSH 
reduzida para conjugação direta com o cobre e também para agir como substrato para as enzimas 
antioxidantes (Sies 1997). A diminuição da atividade da GR certamente também está relacionada 
com o aumento nos níveis de GSH-t. Uma vez que a capacidade de redução deste tiol está 
limitada, há um aumento na sua produção na tentativa de manter o balanço redox intracelular.  
Algo similar ao ocorrido com a GR acontece com a enzima TrxR. Esta enzima está 
relacionada ao sistema Trx/Prx, responsável pela manutenção dos níveis de Trx reduzida, 
participando da detoxificação de peróxidos e também de outros processos enzimáticos e 
regulatórios (Arner & Holmgren 2000a). Apesar de o conhecimento sobre a TrxR ser ainda 
bastante limitado em invertebrados, já foi demonstrado o papel fundamental desta enzima no 
abalone Haliotis discus discus contra estresse físico, metais e peróxidos (De Zoysa et al., 2008). 
Os resultados deste trabalho estão em conformidade com um trabalho anterior (Trevisan et al., 
2010) que monstrou uma diminuição na atividade desta enzima em M. edulis expostos ao cobre 
(56 µgl-1). Desta forma, podemos afirmar que a redução na atividade da TrxR encontrada neste 
estudo pode diminuir a eficiência do sistema Trx/Prx uma vez que a taxa de redução da Trx está 
limitada, levando a um aumento da susceptibilidade ao dano oxidativo induzido pelo cobre.  
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6.1.4- Danos no DNA  
 
 A exposição a 180 e 540 µgl-1 de cobre causou aumento no dano ao DNA neste trabalho, 
o que também foi demonstrado em mexilhões M. edulis expostos ao cobre (56 µgl-1) (Trevisan et 
al., 2010). O poliqueta Laeonereis acuta também apresentou maiores índices de dano ao DNA 
quando expostos à 62,5 µgl-1 de cobre (Ferreira-Cravo et al., 2009). Outro estudo mostrou que 
mexilhões M. galloprovincialis expostos ao cobre (60 µgl-1) por dez dias tinham maiores níveis 
de dano oxidativo no DNA em glândulas digestivas e hemócitos (Machella et al., 2004). Neste 
trabalho, a exposição ao cobre levou a um desbalanço nos níveis de GSH e na atividade de 
enzimas antioxidantes. O mesmo processo deve estar envolvido com o maior índice de dano ao 
DNA encontrado por este e outros estudos. 
 
6.2 - Estudo 2: Efeito do selênio sobre as defesas antioxidantes do mexilhão Perna perna 
  
O papel do Se como antioxidante já é bem demonstrado em mamíferos (El-Bayoumy 
2001; Hamilton 2004; Hoffmann et al., 2007), em peixes (Atencio et al., 2009) e invertebrados 
marinhos (Tran et al., 2007; Trevisan et al., 2010). Estes estudos têm demonstrado que o 
tratamento com Se leva a um aumento na atividade de uma e/ou duas importantes 
selenoproteínas, a GPx e a TrxR. Mesmo assim, o mecanismo pela qual essas enzimas são 
reguladas ainda não está totalmente esclarecido. Foi demonstrado que mexilhões M. edulis 
submetidos à suplementação com Se (4 µgl-1) tiveram um aumento na atividade da enzima GPx 
na hemolinfa e uma reversão dos danos no DNA de hemócitos induzido pelo mercúrio (Tran et 
al., 2007), em concordância com outro trabalho do mesmo grupo (Trevisan et al., 2010). Este 
último trabalho demonstrou que a suplementação com Se (4 µgl-1) em M. edulis causa aumento 
na atividade da enzima antioxidante GPx, impede o decréscimo na atividade TrxR, e nos níveis 
de PSH, além de proteger os hemócitos contra danos no DNA. 
Neste trabalho, no entanto, após mexilhões P. perna serem expostos à 8 µgl-1 de Se 
durante um período de 72 horas e deixados por mais 72 horas em água do mar não tratada 
(Materias e métodos 4.4), em protocolo idêntico a estudos anteriores (Tran et al., 2007; Trevisan 
et al., 2010) não foram encontradas diferenças significativas nos parâmetros bioquímicos 
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analisados, incluindo a atividade das enzimas GPx e TrxR. Estes resultados podem estar 
refletindo as diferenças interespecíficas na captação, bioacumulação e efeitos do Se nas 
diferentes espécies de mexilhões pesquisadas por este e outro estudos. 
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7 - CONCLUSÕES  
 
7.1- Estudo 1: Mexilhões Perna perna expostos ao cobre 
 
 Os resultados deste trabalho evidenciam que: 
a) o cobre estabelece uma condição pró oxidativa em mexilhões Perna perna, 
 
b) o cobre afeta o metabolismo da glutationa, reduzindo a atividade de enzimas 
antioxidantes em brânquias e causando dano ao DNA de hemócitos de mexilhões Perna 
perna.  
 
 
c) A diminuição da atividade da TrxR nas brânquias nos animais expostos ao cobre se 
constituí em um importante achado. 
 
d) Este estudo contribuí para o melhor entendimento das defesas antioxidantes do mexilhão 
Perna perna e destacam a sua importância na área da toxicologia aquática.  
 
7.2 - Estudo 2: Mexilhões Perna perna expostos ao selênio 
 
 Este estudo demonstrou que exposição à 8 µgl-1 de Se por 72 horas: 
a) não causa alteração em uma série de enzimas antioxidantes no mexilhão Perna perna, 
incluindo as enzimas GPx e TrxR.  
 
b) Os resultados encontrados demonstram que há diferenças interespecíficas quanto ao 
efeito do Se sobre o metabolismo oxidativo entre espécies de clima temperado e 
subtropical. 
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7 - PERSPECTIVAS 
 
1. Quantificar os níveis de Cu e/ou Se contidos na água coletada e nos tecidos extraídos 
dos animais de ambos os experimentos a fim de melhor compreender os resultados 
obtidos neste trabalho. 
 
2. Testar novas concentrações de selênio em mexilhões Perna perna a fim de melhor 
entender as modulações das enzimas antioxidantes deste invertebrado. 
 
3. Estudar o efeito da exposição aguda ao cobre e selênio e verificar se este último 
possui efeito protetor contra danos oxidativos em mexilhões Perna perna. 
 
4. Estudar possíveis vias de sinalização celular responsáveis por respostas adaptativas ao 
insulto causado por metais. 
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